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論 文 内 容 要 旨
ア ミン類(TA)とルテニ ウム錯体で ある トリスビ ピリジ ンルテニウム との発光反応 はFig.1に示す よ う
に,電 解酸化 によ り生 じた3価錯体(Ru(bpy)33+)によるア ミン類非結合 電子対 の一電子酸化 によって開始 さ
れ,カ チオ ンラジカル(TA'+)を生成す る。 また,一 部の カチ オンラ ジカルは電解酸化 に よって も生成す
るが,生 じたカチ オンラ ジカルはア ミンの α 位炭素か らプロ トンを放 出 して中性 ラジカル(TAう を生成
す る。 中性 ラジカルは さらに3価 錯体 と反応 して励 起錯体 を生 成 し,本 励起 錯体が基底状 態 に戻 る際 に
620nmのリ ン光 を発す る と考 えられてい る。本 ルテニウム錯体 を用 いる化学発光検 出法 は高感度 ・高選
択 的 な検 出が可能 であるため,3級 ア ミンや ジケ トン化 合物の検 出に有効 であ る。 なかで も本分析系 は3
級 ア ミノ基 に対 して高感度であるため本官能基 を有する さまざまな薬物や内因性 化合物へ の応用例が報告
され ている。 しか しなが ら,本 分析系 で検出で きる化合物 はこれ らの官能基 を有 する化合物 に限定 されて
いるため,よ り広範 囲な化合物 に適用するためには誘導体化試薬 の開発が有効 と考 え られ る。
高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)用誘導体化試薬 はこれ まで に多 くの種類 の ものが 開発 されてい る
が,過 剰の試薬やその分解物 が分析対象物質の測定 を妨害す るこ とも多い。そのため,理 想的 な誘導体化
試薬 は次 の ような条件 を満 たす こ とが望 ましい。(i)緩和 な条件 で反応 が進行 し,単 一 の誘導体 を定量 的
に生成す る,(ii)試薬 も含め副反応が少 ない,(iii)試薬が取 り扱 い易 く安定 であ り,誘 導体 もまた安 定で
あ る,(iv)試薬 と誘導体の分離が容易である,(V)容易 に合成又は入手可能である,(vi)高感度であ り,広
範囲 な化合物 に対 し,同 程度 の検出器応答 性 を有 する。紫外吸収 または蛍光誘導体化試薬の場 合,こ れ ら
の特性 をもたせ るためには誘導体化試薬 自身の分子量が比較的大 き くなるこ とが多 いため,こ れ らの条件
を全て満 たす誘導体化試薬 を開発す ることは通常,困 難であ るが,ル テニウム錯体 を用い る化 学発光法 で
は3級 ア ミンを含 む低分子化合物 も高感度 に検 出で きるため,理 想的 な誘導体化試薬 を開発 で きる と考 え
られる。一方,本 検 出法 を利用 した誘導体 化試薬 の報告 は極めて少な く,ダ ンシルクロリ ド及び ジビニル
スル フォン(DVS)を用 いて検 出する方法が知 られている に過 ぎない。DVSは分析対象物 に より発光応答
性 が異 な る点が 欠点 であ り(検出限界:1-30pmol(SIN=2)),ダンシル化 ア ミノ酸 の検 出限界 も2pmol
(SIN=2)と感度 に問題があ る。そ こで前述の ような理 想的誘 導体化 試薬 の開発 を目的 とし,検 討 を開始 し
Ru(bpy)32+→Ru(bpy)33++e-
Ru(bpy)33++TA→Ru(bpy)32++TA'+andTA→TA'++e'
TA'+→TA'+H+
TA'+Ru(bpy)33+→TA丘agment+[Ru(bpy)32+]*
[Ru(bpy)32+]・→R・(bpy)32++hv
Fig.1Proposedreactionmechanismbetweenrutheniumcomplex
andtertiaryamine.
(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
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た。
ア ミン類 と化学発光強度 との関連 につ いては断片 的な報告 はあ る ものの,系 統立 てて実施 した報告例 は
ない うえ,自 作 した検 出器 を使用 してい る場合が多 いため,誘 導体化試薬 の開発 にあた り,先 ず,ア ミン
類 と化学発光強度 との関係 を検討 した。誘導体化試薬 の設計 にあた り,脂 肪族 ア ミンのような低分子化合
物 はHPLC分析 において分析対象物質 と容易に分離可能 であ り,副 反応物 も生成 しに くい と考 えられ るた
め,こ れ らの一連 の化合物 について発光強度 を測定 した。種 々の3級 ア ミン類の発光強度 を検討 した結果,
ア ミンの α位水素の脱離の容易 さとルテニ ウム錯体 との反応性 に相関がある と考 え られた。そのため カル
ボキ シル基 を除 く反応活性 基は電子誘起効果が小 さくなるよ う設計 し,ピ ロリジ ンまたは短鎖 アル キル鎖
を有する3級 ア ミン化合物 を誘導体化試薬 とす るのが適切であ ると考 えられた。 こう した考 察 に基 づ き検
討 を実施 した結果,N一(3-aminopropyl)pyrrolidine(NAPP)及び2一(2-aminoethyl)一1-methyl-pyrrolidine(AEMP)
をカルボキシル基用誘導体化試薬,N-methyl-L-proline(NMP),3一(diethylamino)propionicacid(DEAP)及び
4一(dimethylamino)butylicacid(DMBA)を1級ア ミン用誘導体化 試薬候補化合物 として選 定 した。
続 いて,こ れ ら試薬 を適用対象官能基 を有 する薬物 もしくは生体内化 合物 と反応 させ て誘導体 と したと
きの発光応答性 を検討 し,最 適 な試薬 を選択 する とともに,各 試薬の誘導体化試薬 としての有用性 を吟味
した。その結果,カ ルボン酸及び1級 ア ミン用誘導体化試薬 としてそれぞれNAPP及びDEAPを選定 した。
これ らの誘導体 化試薬 は適切 な縮合剤の存 在下,室 温20～60分で速や かに反応が完結 する ことを見出 し
た。 また,こ れ ら試薬 とモデル化合物縮合体の検出限界は45～70fmol(SIN=3)と高感度であ るうえ,こ
れ ら縮合体 は中性付近(pH6.5～7.5)において最大発光強度 を与 え,対 象化合物の構造変化 は発光応答の
最 適pHに影響 を及ぼ さない ことも確 かめ られた。 さらに,試 薬 はクロマ トグラム上 においてデ ッ ドボ リ
ューム領域 に溶 出す るため過剰 な試薬の除去処理が不要であ るこ とを確認で きた。 また,NAPPについて
は脂 肪酸10種に対 しほぼ同程度 の発光強度 を示 した ことか ら,広 範 囲な化 合物 に対 し感度 の低下 もな く
測定 で きるこ とが示唆 された。本試薬が ヒ ト血漿 中脂肪酸測定 に適用可能である ことも確認 で き,カ ルボ
キ シル基用高感度誘 導体化試薬 と して有用であ ることがわかった。
水酸基用誘導体化試薬 として種 々の蛍光誘導体化試薬が 開発 され てい るが,多 くの誘導体化試薬 は反応
に加熱 を必 要 とし,熱 に対 し不宥定 な化合物 には適用す る ことが困難 である。一方,.1級ア ミン用誘導体
化試薬 として選択 したDEAPは緩和 な条件下反応が進行 し,か つ高感度 に測定 で きる誘導体化試薬 として
水酸基 を有す る化合物へ の適用が期待で きるため,DEAPを用 い水酸基用誘導体化試薬 としての有用性 を
検討 した。 その結果,ア ル コール類 に対 して も緩和 な条件下で反応が進行 し,検 出限界 も40fmol(SINニ3)
と高感度 に検出で きる ことがわか つた。
これ までに種 々のルテニウム錯体化学発光検 出HPLC用誘導体 化試薬 を開発 して きたが,こ れ らの試薬
は(1)市販の安価 な化合物であ り,容:易に入手が可能である,(2)蛍光試薬 に よる蛍光検出 と同程度 の検 出
器応答 【生を有す る,等 の特徴 を有 している。現在開発 されている誘導体化試薬で は生体 試料 中の薬物濃度
を測定す る際,多 量の生体試料 を必 要 とす る場合 も少 な くない。そのため,よ り高感度 な誘導体化試薬 を
開発 する ことは微量薬物濃度の測定 を行 ううえで も重要 と考 えられるため,更 に高感度 な錯体化学発 光検
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出用誘導体化試薬 を開発す る方針で 臨んだ。本発 光系 で は溶液pHが低 いほ どバ ックグラウ ン ド発光が減
少す る。 したが って,誘 導体化試薬 の高感度化 をはかるため には,よ り低い溶液pHで 高い発光強度 を有
する化合物 を見 出す ことが重要 となる。 そこで,見 か けの発光強度 をバ ックグラウン ドノイズで正規化 し
たパ ラメー タを新 たに換算発光強度 と定義 し,種 々の3級 ア ミン類 の換算発光強度 を測定 した結果,酸 性
領域 で極 めて高感度 に検 出で きる化合物 として,テ トラベナ ジンを見 出 した。次いで,カ ルボキシル基用
誘導体 化試薬 として応用 するため,テ トラベ ナジ ンを化 学修飾 し3-isobutyl-9,10-dimethoxy-1,3,4,6,7,11b-
hexahydro-2H-pyrido[2,1-a]isoquinolin-2-ylamine(IDHPIA)を開発 した。IDHPIA及びカルボ ン酸 との縮合体
はpH1.5～2.0で最大換算発光強度 を示 し,そ の検出限界 は0.5fmol(SIN=3)と高感度であ った。IDHPIA
は先 に報告 した試薬NAPPよ り約100倍高感度 な試薬 であ り,こ れ まで に報告 され たHPLC用誘 導体化 試
薬 として は最 も高感度 な試薬 のひ とつ と考 えられる。 また,ア ミン類の分離は酸1生移動相で 良好であ るこ
と及 び本試薬 で生成す る縮合体 の最適検 出pHが2付 近であ るこ とか ら,こ れ までの誘導体化試薬 で必 要
であ ったpH調整用移動相が不 要 とな り,流 路 を簡略化す ることに も成功 した。 また,本 法 は ヒ ト血清 中
脂肪酸測定 に も適用可能であ ることが判 った。
以上,ル テニ ウム錯体化学発光検出 に適 した誘導体化試薬 の開発 を目的 として,ル テニウム錯体 とア ミ
ン類 との化学発光応答性 について検討 を実施 し,誘 導体化試薬候補化合物 の選定 を行 った。続いて これ ら
の化合物 について カルボキ シル基,1級 ア ミン及 びアルコール用誘導体化試薬 としての評価 を行 い,蛍 光
誘導体化試薬 と同等以上の検出器応答性 を有 する優 れた誘導体化 試薬 の開発 に成功 した。更 に,高 感度 な
誘導体化試薬 の開発 を実施 し,こ れ まで開発 して きた誘導体化試薬 よ り約100倍高感度 な試薬 の開発 に成
功 した。 また,本 誘導体 化試薬 の開発 によ り装置の簡略化 に も成功 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
生体内微量生理活性物質の測定 に液体 クロマ トグラフ ィーが最 も広 く利用 されている。本法 においては,
感度 と特 異性 の獲得 に誘導体化が極 めて重要で あ り,各 種 の発色 団,発 蛍光団 を配 した誘導体化剤が数多
く開発 されている。 しか し,感 度 の向上 と伴 に誘導体 化剤 自身の疎水性が増すため,装 置,カ ラム等への
吸着性 が増大 してバ ックグラウン ドを増大 させ,結 果的 に高 い感度が得 に くくな る。本研究 は,ル テニ ウ
ム錯体化学発光 に着 目 し,よ り感度 に優れ る新 たな誘導体化剤の開発 を目的 とした ものである。
ア ミンと トリス ビピリジンルテニ ウム との発光反応で は,ま ず電解酸化 によ り生 じた3価 錯体 によるア
ミン類の非結合電子対 の一電子酸化 によって開始 され,カ チ オンラジカルを生成する。 これがア ミンの α
位 水素 を引 き抜 き中性 ラジカルを生成 し,つ いで3価 錯体 と反応 して励起錯体 を生 じ,こ れが基底状態 に
戻 る ときに620nmのリン光 を発 する と推 測 されてい る。 そこで,ま ず発光強度 に影響 する因子 につい て
検 討 し,α 位水素 の脱離の容易 さと,ル テニウム錯体 との反応性が大 きく関係 す ることが判 った。す なわ
ち,カ ルボキシル基 を除 く反応活性基 は電子励起効果が小 さ く,ピ ロ リジ ンまたは短鎖 アルキル基 を有す
る3級 ア ミン化合物 を配す るこ とで よ り強い発 光強 度の得 られる ことが期待 される。 このデザ イ ンに基づ
き4種類 の誘導体化 試薬候補 化合物 を選定 し,精 査 を加 え,N一(3-aminopropyl)pyrrolidine(NAPP),3-
dimethylaminopropionicacid(DEAP)がそれぞれ カルボ ン酸,1級 ア ミノ基用誘導体化斉llとして有用 な こと
を見い出 した。 これ らは縮合剤 の存 在下,室 温,20～60分で対応す る官能基 と定量 的 に縮 合 し,反 応成
績体の検 出感度 は45～70fmolと高感度 であった。 さらにDEAPはアルコール類 に対 して も緩和 な条件下
反応 し,対 応す る誘導体 を与 え,検 出感 度 も同様 に40fmolであった。
これ ら誘導体 は,ほ ぼ中性付 近において最大発光強度 を与 える。一方,本 発 光系 では溶液 の液性が低 い
ほどバ ックグラウ ン ドが減少 し,よ り高感度化が期待 され る。そ こで,』さ らに酸 性領域 にて強 く発光す る
試薬 の 開発 を試 みた結 果,母 核 として テ トラベ ナ ジ ンが優 れ るこ とを見 出 し,こ れ を化学修 飾 した3-
isobutyl-9,10-dimethoxy-1,3,4,6,7,11b-hexahydro-2H-pyrido[2,!.a】isoquinolin-2-ylamine(IDHPIA)を新 たに開
発 した。本試薬 とカルボ ン酸 との縮合体 は,pHL5～2・0で最 大の換 算発光 強度 を示 し,検 出限界 も0・5
fmolと極 めて高感度であ った。
以上,本 研究 は高速液体 クロマ トグラフ ィー用誘導体化 にルテニ ウム錯体化学発光 とい う新 たな領域 を
加 えた ものであ り,博:士(薬学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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